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論文内容要旨
王緒言
 組織培養法が行なわれた当初は,細胞を培養する培地として鶏胎抽出液や血糖等の生物材料を多
 く含んだ,いわゆる天然培地が使鶏されていたが,しかし生物材料は時には培養細胞の増殖に阻止
 的に働くことがあり,そのため安定した培養結果が得られない事がしばしばあった。この様な不安
 定性を避けるため,化学的に明らかな物質のみからなる完全合成培地が多くの研究者によって研究
 され報告されているが,一般に完全合成培地を胴いても増殖出来る細胞は特定のものに限られてお
 り,しかも長い適応期間が必要である。そのため実際には撫溝や市販ペプトン等の天然物を培地に
 少量添加して使用しているのが現状である。しかし,この様な天然物に代り得る物質を追求してい
 る報告も多い。血清は殆ど例外なく(特に少数細胞を培養する場合)培養細胞の要求物質となって
 いるが,血糖中の増殖促進物質を化学的に決定しようとする試みがなされ,今までに多くのアミノ
 酸ビタミン,アルブミン,α一グ・プリン分画のフェトイン等が血清中に含まれる培養細胞の要
 求物質であることが明らかとなった。一方,市販ペプトンは培養細胞の増殖を促進することが多く
 の碕究嚢によって報告されているし,ペプトンから増殖促進物質を分離精製する試みも行なわれて
 いる。しかし多くの報告はペプトンが蛋白質原料の水解物と考えられるところがらペプチド性物質
 を目指したものであった。しかし最近バクトペブトン中の増殖促進物質は260mμ附近に最大吸
 収をもつことから,プリン,ピリミジンと何らかの関係がある事を示唆する報告が見られる。それ
 等の報告でも,まだ物質の同定までには到っていない。
 本稿では,バクトペプトン中から培養細胞増殖促進性を示した数種のプリン,ピリミジン及びそ
 のヌクレオシドの分離精製とその同定,更に一つの新増殖促進物質の同定とその作用機構について
 研究したのでその大要を報告する。
 互実験材料と実験方法
 バクトベブトン(ディフコ)は蛋白質性原料の水解物であり,その組成については嗣らかでないが,
 }般にペプチド性物質と遊離アミノ酸が主1成分と考えられる。したがって精製に際し,先ず分子の
 大きさに従って分画を行なった。即ち,バクトペブトンの透析外液をD捻flo膜UM-05で濾過
 し,得られた濾液についてSePhadexG15を用いてゲル濾過を行なった。この後に,薄膠ク・
 マトグラフィで,SePhadex分画から細胞増殖促進物質を精製した。この様にして精製した物質
 について,紫外吸収スペクトルと薄層ク斑マトのR∫値から,物質の同定を行なった。しかしF7
 -6だけが以下に述べるように紫外吸収スペクトルとRf値からは物質の同定が出来ず,そのため
 より詳細な化学分析を行なった。F7-6を多量に得るため,上記SePhadex分画のF?を
 MooreandSte玉nのデンプンカラム法を用いて分画した。F?一6に該当する分颪に蕾まれる
 物質をPH2に調整した蒸留水中で析出させ,褥られた結晶について,赤外吸収スペクトル,紫外
 吸収スペクトル,元素分析,熱分解点から物質の同定を行なった。増殖促進性検定のため使照した
 細胞は,チャイニーズハムスター肺由来のRai細胞とヒト子宮頸部ガン由来の登ela細胞を主とし
 一321一
蓑 て用いた。検定のための基礎培地は,Eag玉e'sMEMに110粥/召ピルビン酸ノーダ,1羅/
 4・イコボリン,0.2～1%透析仔牛血清を加えた培地を用いた。培養は,37℃,5%CO2下
 で行なった。増殖促進性は,細胞植込み後5日目で,トリパンブルー色素に染まらない生細胞数を
 血球計箪盤で測定して決定した。
書
 「5
顕実験結果
 皿一1)増殖促進性物質の分離精製
 バクトペプトンとその透析外液及び内液の増殖促進性は,透析外液が最も高く,内液が最も低か
 った。叉,バクトペプトンの透析を繰り返し行ない,内液中の低分子物質を除去すると,内液の増
 殖促進性は次第に低下した。この事は,透析操作によリバクトペブトン中の増殖促進物質はほとん
 ど外液に移動する事を示している。透析外液のD訟flo限外濾過による濾液は,260mμに吸収
 の極大をもち,しかもオルシノール反応強陽性,さらにジフェニルアミン反応弱陽性であったので,
 この濾液にはプリン,ピリミジンとそれ等のヌクレオシドが主成分として含まれているであろうと
 思われた。濾液には増殖促進性が認められた。一方,限外濾過により容暴内に残留した内液にも増
 殖促進性が認められたが,この内液中に含まれている低分子物質を除くため内液を蒸留水で稀釈し
 再び前記のD絵flo限外濾過を行なうと,内液の増殖促進性は消失し,むしろ対照に比して低い値
 を示した。この事から,透析外液中に存在する増殖促進物質は,全てOiaflo膜UMO5を通過出
 来る事が明らかとなった。濾液をSephadexG15で分画した。260mμ吸収のピークに従っ
 てF1～F9に分聞した。F2～F8までのいずれの分画も対照に比して2～3倍の増殖促進性が
 見られた。しかしF2～F8の各分懸がそれぞれ至適濃度になる様に混合すると,その促進性は対
 照に比してほぼ4倍となり,無処理のバクトペプトンを0.1%に添加した時の80～90%の促進
 {生を示した。この事は,バクトペプトン中に含まれる増殖促進物質はその大部分がSep込adex分
 画のF2～F8中に存在している事を示している。F2～F8の各分画に存在するプリン,ピリミ
 ジン様物質を緒製するため、薄層クト・マトグラフィを行なった。使用した溶媒はn-B械ano1:
 瓢etha駐01:DistH}e6Water:A葺凱。慮a(60:20:20:1)の混合溶媒を使用した。
 展開後のプレートに紫外線照射すると各Se仙adex分画には紫外線吸収の強いスポットと,弱い
 スポットが見られた。,以後の実験は比較的量が多く採取し易い紫外線吸収の強い部分についてのみ
 行なった。F2及びF3からは紫外線吸収の強いスポットを得る事は出来なかった。しかし,この
 分画はニンヒドリン反応が陽性であり,ペプチド様物質,或は遊離アミノ酸が存在しているものと
 思われた。強い紫外吸収を示した各分画は更に展開溶媒として,奪ButanoBD坤ti.}1ed
 Wa短r(86二1嵯)の混合溶媒を馬いて再び薄腰クト・マトを行なった駈,いずれの分園も単一
 スポットである事から,これ等スポットを示す分画はそれぞれ単一物質からなるものと推定した。
 これ等分画にはいずれも増殖促進性が見られた。
 巫一2)増殖促進物質の同定:
 次に,これ等分画に含まれている物質を同定するため,前記溶媒によるRf値及び,紫外吸収ス
 ペクトルのλmaxとλmiRを測定液(蒸留水)のPHが5と10について測定した。得られた測定
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 値と種々のプリン,ピリミジンやその誘導体についての知見とを比較検討して,次の様な物質を推
 定した。F4:チミジン,ウリジン,F5及びF6:イノシン、チミジン,ウリジン,ウラシル,
 F7:ヒポキサンチン,F8:グアノシン。この様な推定物質とその市販の標準標贔との比較検討
 のため同一条件下で標準標愚の薄層ク・マトのRf値及び紫外吸収スペクトルを測定した所,これ
 等標贔は各分画と全く同じ値を示した。したがって上に記した物質は,相当する各分圃と同一物質
 であると同定した。
 班一3)新増殖促進物質6,8一ジヒド・キシプリンの同定
 P7に食まれる紫外線吸収の強いF7-6については,今までに得られた結果からだけでは物質
 の推定が困難であり,更に詳細な分析を必要とした。F7-6は白色の餅状の結島として得られる
 が,その化学分析を行なった。マススペクトル分析の結果から分子量が152,元素分析の結果と
 分子量から,C,H,N以外をOとすれば元素組成はC5H4N402である事が判明した。これ
 等の値は,キサンチン及びその異性体と同じであるが,F7-6はムレキシド反応が陰性である所
 から,キサンチンの異性体の一つである6,8一ジヒドロキシプリン(6,8D賛P)が推定され
 た。そのため6,81)EPの標準標品と本物質との紫外吸収スペクトル及び6,8D狂Pの塩酸塩
 と本物質の赤外吸叡スペクトルを比較検討した所,両者は完全に一致した。これ等の事から,F7
 -6は6,8DHPであると同定した。
 穫一4)同定された物質の市販品を用いた場合の増殖促進効果
 以上の様に各分画に存在する物質を同定したが,それ等の標準標贔を用いて,その増殖促進性を
 検討した所いずれにも促進性が見られ,その至適濃度はそれぞれ,チミジンま解/召,ウリジン
 i留/召,ウラシル0.1昭/4,イノシン0.3解/4,ヒボキサンチンi鰐/4,6,8DHP
 Oほ～0.3脚/4,グアノシンi卿/2であった。それぞれを至適濃度になる様に混合すると,そ
 の促進性は対照に比して3～4倍となり,無処理のバクトメペプトンのそれのほぼ8(1%であった。
 この結果はバクトペプトンの増殖促進性の大都分は上記の既知の物質によって代置される事を示し
 ているo
 w'考察
 6,8D薩Pは,ある種の細菌の代謝産物として知られているが,薦醜類細胞の増殖を促進する
 という報告は今までのところ見られない。6、8D狂Pは多くの細胞の増殖を促進し,今裏で検討
 した範囲では,種特異性は見られなかった。又、正常細胞と悪性細胞との差は見られなかった。
 RGPRT欠損細胞やAPRT欠損細胞も6,8DHPによって増殖が促進される事から,6,8
 D搬Pとこれ等PurineSalv購ePa施Wayの酵素とは恐らく関係がないものと予想された。
 6,8DHP-i尋Cの細胞内への取り込みは見られない所から・6,8D狂Pは細胞外で何らかの
 作用をしている事も考えられる。又,アミノプテリン存在下ではヒボキサンチンの高濃度の時に,
 6,8D}{Pは促進性を示した。これは,ヒポキサンチンが過鯛に取り込まれた場合,細胞の増殖
 が抑制され,6,8DHPはヒポキサンチンの過剰の取り込みを抑制する事により,高濃度ヒボキ
 サンチンによる増殖抑制を回復させるという可能性も考えられる。叉,ヒド・キシプリン誘導体の
 一323一
 増殖促進性についての実験から.プリン環の6と8位,両方或は一方にORが存在する物質では増
 殖促進性を示し,2位にOHが存在すると増殖を抑糊する様に働く.事が明らかとなった。
 V結論
 バクトペブトン(ディフコ)中から細胞増殖促進物質として,チミジン・ウリジン,
 イノシン,ヒポキサンチン,6,8一ジヒド・キシプリン,グアノシンを分離精製し,
 が出来た。
 ウラシル,
 同定する事
 巽
～
 、
童
 1莚
 一324一
 .毒
譲
寿
霧
…
難
 、糞『
 ■撃
 論文審査の結果一の要量
 化学的に明かな物質からなる合成培地で組織培養する場合,一般には,それに少量の血清や市販
 ペプトンなどの天然物を添加して使用している。市販ペプトンは培養細胞の増殖を促進することが
 知られており,この促進物質を分離同定すること,およびそれを利用して完全合成培地をつくるこ
 とは,絹織培養の分野で重要な課題の一つである。増殖促進性物質の分離同定はこれまでも試み
 られて来たが,ペプトンが蛋白質由来のものであるため,ペプチド性物質を想定して行なわれたも
 のである。
 本論文は,バクトペブトン中の増殖促進性物質が260mμに吸収極大をもつことに著目して,
 その分離同定を試みたものである。
 先ず,バクトペブトン溶液を透析し,増殖促進性が透析外液に移動することを見これを研a歪}o
 限外濾過し,増殖促進性を示すこの濾液は260mμに吸収極大をもち,オルシノール反応強陽性,
 ジフェニールアミン反応弱陽性であることから,プリン,ピリミジンおよびそれらのヌクレオシド
 が主成分であろうと想定した。次でSePhadexG一}5を用い,260恥μの吸収のピークに従
 って分聞し,それぞれの分睡中の促進性物質を薄層ク・マトグラフィーで分離精製した。また,
 紫外吸収スペクトルと薄層ク・マトグラフィーのRf値および標準試料との比較から,これらの物
 質はチミジン,ウリジン,ウラシル,イノシン,ヒポキサンチン,グアノシンであると同定し
 た。
 次に,上述の方法では同定が困難であった物質については,上記のSeP族adex分画を更にデン
 ブンカラムで分暫し,PH2に調整して結晶として得た。このものはマススペクトル分析の結果,
 分子量i52,元素組成はC5H4N402であることを確め,ムレキシド反応が陰性であること
 から,キサンチンの異性体であることを想定し,標準試料と比較検討の結果,6,8一ジヒド圃キ
 シプリンであることを同定している。
 また,同定された各物質を,それぞれが増殖促進性を示す至適濃度になるように混合すると無処
 理のバクトペブトンの促進性の80%を再現しうることを見ており,パクトペブトンの増殖促進性
 の大部分は上記の物質で代置されることを確めている。
 以上,本論文はペプトン中の培養細胞増殖促進物質を明かにし,また,新たに6,8～ジヒドロ
 キシプリンが増殖促進物質であることを見出したものであり,絽織培養の研究に貢献するところが
 大きい1と考えられる。
 よって,村上修提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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